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DISPOSITIF DE TRAVAIL COMPORTANT DES ZONES DE 
TRAVAIL BORDEES, LABORATOIRE SUR PUCE ET 
MICROSYSTEME 



10 



Domaine technique de 1' invention 

La presente invention se rapporte a un 
dispositif de travail comportant des zones de travail 
bord^es, a un laboratoire sur puce et a un microsyst&me 
comprenant ce dispositif, notamment a une puce 
biologique. La presente invention se rapporte egalement 
a un proced6 de fabrication d'un dispositif de 
1' invention. 

La presente invention permet d' obtenir une 
matrice de gouttes localises, a haute densite, sur une 
15 surface, a partir d'un liguide d'interet. Elle permet 
d' assurer facilement la transition d'une chambre 
fluidigue fermee, appelee boite de travail, et remplie 
par un liguide d'interet a une matrice de gouttes, ou 
micro-volumes, parfaitement localisees sur une surface 
20 placee dans ladite chambre, lorsque le liquide 
d'interet est evacue de ladite chambre fluidique. 

Par matrice de gouttes, on entend un 
arrangement determine desdites gouttes, sans qu'une 
forme geometrique particuliere dudit arrangement soit 
exig6e. La matrice de gouttes peut etre ronde, carr<§e, 
polygonale et m§me aleatoire, l'essentiel etant gue les 
gouttes formees soient disposees de maniere localisee 
et determinee sur la surface conformement a l'objectif 
atteint par la presente invention. Dans le contexte de 
la presente invention, par « localisee », on entend 
circonscrite, individualisee et distincte des autres 
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gouttes captures volontairement sur ladite surface 
grace au dispositif de 1' invention. 

Chacune des gouttes peut etre soumise k une ou 
plusieurs operations destinees k analyser 

5 qualitativement et/ou quantitativement un ou plusieurs 
analyte(s) present (s) ou susceptible (s) d'etre 
present (s) dans le liquide d f int<§r§t, par exemple une 
molecule, un oligonucleotide, une proteine, etc. 
L' analyse des analytes dans la goutte peut §tre 
10 realisee par toute technique connue de l'homme du 
metier pour effectuer des analyses, en particulier dans 
un volume de liquide aussi reduit qu'une goutte. II 
peut s'agir des techniques d' analyse utilisees sur les 
puces biologiques. 1/ analyse peut ou non faire 

15 intervenir la surface du dispositif de 1' invention 
recouverte par la goutte, suivant la mise en oeuvre de 
la presente invention. 

Chacune des gouttes forme un volume dans lequel 
des reactions chimiques ou biochimiques peuvent §tre 

20 reali'sees. Toute reaction chimique ou biochimique 
connue de l'homme du metier peut etre realisee dans ce 
volume. Ces reactions peuvent ou non faire intervenir 
la surface du dispositif de 1' invention recouverte par 
la goutte, suivant la mise en oeuvre de la presente 

25 invention. Lorsque ces reactions font intervenir la 
surface du dispositif de 1' invention recouverte par la 
goutte, elles peuvent le faire avec une seule goutte ou 
plusieurs gouttes deposees successivement sur cette 
surface, ces gouttes successives etant constituees d'un 

30 seul ou de plusieurs liquides d' inter<§t differents 
suivant la mise en oeuvre de la presente invention. Un 
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exemple de reactions chimiques faisant intervenir deux 
liquides d' int(§ret diff<§rents sur un dispositif de 
1' invention est le suivant : au moyen d'une goutte d'un 
premier liquide d'int<§r#t, dep6t localise d'un film 
5 d'un polym&re organique sur la surface couverte par 
cette goutte, puis, au moyen d'une goutte d'un deuxifeme 
liquide d'int(§r§t, f onctionnalisation du film polym^re 
organique d<§pos<§ sur cette surface. 

Selon la present e invention, analyse (s) et 

10 reaction (s) chimique (s) /biochimique (s) peuvent etre 
mises en oeuvre de maniere exclusive sur un dispositif 
conf orme k la pr<§sente invention (analyse ou reaction) , 
ou de manidre complement aire . Dans ce dernier cas, cela 
peut etre simultan<§ment (reaction et analyse) ou 

15 successivement (reaction puis analyse ou analyse puis 
reaction) . En outre, plusieurs analyses et/ou plusieurs 
reactions peuvent se succ<§der. Par exemple, le 
dispositif de la pr<§sente invention peut 
avantageusement intervenir, d'une part dans la 

20 fabrication d'une carte, ou laboratoire sur puce (par 
exemple par des reactions chimiques permettant de 
d£poser un polymere, puis de le f onctionnaliser) 
(« lab-on-chip ») , dans laquelle toutes les 6tapes 
n<§cessaires aux analyses qualitatives et quantitatives 

25 d'un liquide d f int6ret sont intdgr<§es : manipulation de 
fluide, reactions chimiques et/ou biochimiques, puce de 
detection optique, 61ectrique et/ou chimique, etc. ; et 
d' autre part dans 1 'utilisation de cette carte, ou 
laboratoire sur puce, pour effectuer des analyses 

30 qualitatives et/ou quantitatives dans des gouttes d'un 
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liquide d' inter§t k analyser (reaction (s) 

chimique (s) /biochimique (s) et analyse) . 

Dans la pr^sente description, les references 
entre crochets [ ] renvoient k la liste de references 
5 annex^e . 



Etat de la technique 

Selon les applications envisages, cette 
invention se rapproche du domaine g£n£ral de la 

10 formation de gouttes, du travail en micro-volume (s) , 
des matrices a haute densite de gouttes. 

La formation de zones localises pour isoler 
une phase liquide est repandue dans le domaine des 
puces biologiques, et notamment des puces k ADN. Pour 

15 ces applications, le volume r^actionnel est souvent 
tr£s r£duit pour economiser les produits biologiques et 
les r£actifs. 

Pour la formation de gouttes localises et de 
matrices a haute densite de gouttes, les societ«§s 

20 Protogene Laboratories Inc. [1] et Affymetrix Inc. [2] 
utilisent une technique utilisant un syst&me de 
dispense automatise. Ces syst&mes conduisent a la 
formation de gouttes et de matrices k haute densite de 
plots ou de gouttes sur une surface. 

25 Cependant, outre le systeme de dispense de 

gouttes, ces techniques necessitent toutes 

1' utilisation d'un dispositif de d^placement et 
d'alignement precis de ce systeme, ainsi qu'un 
dispositif pour 1' alimentation en liquide. Le cofit de 

30 cet appareillage est eieve. En outre, la densite 
maximale des matrices de gouttes qui peuvent @tre 
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formEes est limitEe par une combinaison entre la taille 
des gouttes dispensees et le pas minimal inter-plots du 
systeme de dispense. 

Pour la formation de matrices a haute densite 
5 de micro-cuvettes, deux exemples signif icatif s peuvent 
etre cites : la formation d'un reseau de cuvettes 
micro-f abriquees par gravure dans une plaque de 
silicium pour rEaliser des amplifications d'ADN par PCR 
en micro-volumes de quelques picolitres, et la 

10 formation de puits ou de canaux par photolithographie 
sur des resines photosensibles deposEes sur un substrat 
en plastique [3]. Avec ces techniques, le nombre de 
puits varie de 100 a 960 0 puits, avec des diamEtres de 
60 a 500 pm et des profondeurs de 5 a 300 pm. 

15 Cependant, les bords de ces cuvettes ne 

laissent pas de separation physique entre la phase 
liquide au sein de la cuvette et celle a l'exterieur de 
celle-ci, autorisant done des connexions entre les 
cuvettes, et done des contaminations entre elles. En 

2 0 outre, ces dispositifs nEcessitent pour leur 
utilisation des syst Ernes de dispense de gouttes, un 
dispositif de dEplacement et d' alignement precis de ce 
systeme, ainsi qu'un dispositif pour 1' alimentation en 
liquide. On retrouve done les m§mes inconvenient s et 

25 problemes que ceux prEcites. 

Pour la detection electrique ou electrochimique 
dans les tests biologiques, un grand nombre de systemes 
de detection Electrique ou Electrochimique decrits dans 
la littErature ne permet pas de descendre sous le 

30 nanomolaire en termes de limite de detection, 
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limitation souvent due au faible nombre d f Electrons 
generis par chaque hybride . 

Les techniques faisant intervenir une 
accumulation enzymatique permettent d'abaisser cette 
5 limite de detection aux environs du picomolaire du fait 
de 1' amplification 61evee du nombre d'especes redox a 
d<§tecter presentes dans le milieu r^actionnel [4]. 
Cependant, cette methode d' amplification engendre un 
probleme pour les syst^mes multiplots connus 

10 actuellement car le compose r<§dox diffuse et peut ainsi 
contaminer les plots voisins . 

Dans ce but, la plupart du temps, 1' utilisation 
de structures tridimensionnelles (utilisation de 
compartiments) est recommand^e dans la litt£rature. Par 

15 exemple, Infineon [6] propose des murs en polymeres et 
un systeme de migration des molecules par des forces 
electriques, de mani^re k les confiner dans un volume 
d^fini et k (§viter ainsi la contamination inter-plots. 
Malheureusement, des probl&mes de remplissage fluidique 

20 peuvent §tre rencontres avec ce genre d' approche 
lorsqu'on souhaite par exemple travailler en veine 
liquide tr6s fine. aussi, un dispenseur de gouttes 

devient indispensable . 

II existe done un r6el besoin d'un dispositif 

25 permettant d' obtenir aisement une matrice de gouttes a 
haute densite a partir d'un liquide d'inter§t, 
utilisable sans aucun appareillage de dispense de 
gouttes, facile a fabriquer, permettant d' eviter 
efficacement des contaminations entre les gouttes, et 

30 qui peut §tre utilise de mani&re tr6s souple avec tous 
les proc£d6s actuellement connus de l'homme du metier 



WO 2005/042162 



7 



PCT7FR2004/050525 



pour analyser collectivement ou individuellement des 
micro-volumes, par exemple sur un labor at oire sur puce, 
qu'il s'agisse d'un procede chimique, 61ectrique ou 
optique ou d'une combinaison de ces proc<§des. 

5 

Expose de 1' invention 

La pr^sente invention r6pond pr6cis6ment a ce 
besoin, et & d' autres encore, expliqu^s ci-dessous, en 
fournissant un dispositif de travail comprenant : 
10 - une boite de travail munie de moyens 

d' introduction d'un liquide d'inter^t dans la boite et 
de moyens d r extraction du liquide d'interet de la 
boite, 

- un substrat comportant une surface active 
15 sensiblement non mouillante vis-&-vis dudit liquide 

d f int6r§t et enfermee dans ladite boite, 

- plusieurs zones de travail form£es sur 
ladite surface active de mani^re distincte et entourees 
chacune par une bordure formee sur ladite surface 

20 active sensiblement non mouillante vis-^-vis du liquide 

d'interet, les bordures ne se touchant pas entre elles 

et n' ayant pas de bord commun, 

dans lequel les moyens d' introduction et 

d' extraction du liquide d'interet de la boite sont 
25 disposes sur ladite boite de travail de telle mani&re 

que lorsque le liquide d'int<§r§t est introduit dans la 

boite, il couvre les zones de travail et leur bordure 

respective, et 

dans lequel les bordures ont une g^ometrie 
30 telle que lorsque le liquide d'interet est extrait de 

la boite, aprds y avoir 6te introduit, une goutte de 
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liquide d'inter§t reste prisonnidre par chaque bordure 
et en contact de la zone de travail qu'elle entoure. 

La presente invention rtpond <§galement a ce 
besoin en fournissant un laboratoire sur puce 
5 comprenant un dispositif selon 1' invention. 

La presente invention repond egalement a ce 
besoin en fournissant un systeme comprenant un 
dispositif selon 1' invention. 



10 L e dispositif de la presente invention permet 

d'effectuer sans appareillage de dispense de gouttes, 
une transition d f un volume de liquide d'interet present 
dans une chambre fluidique, constitute par la boite de 
travail; vers une multitude de gouttes dudit liquide 

15 retenues par les micro-cuvettes independantes 
constitutes par les bordures entourant les zones de 
travail, au sein desquelles peuvent se trouver par 
exemple un capteur ou un actionneur, • optique, 
electrique, magnetique, mtcanique, tlectrostatique, 

20 etc. 

Dans le contexte de la presente invention, un 
liquide est dit « d' inttrtt » des lors que ce liquide 
est destint k Stre capture par des bordures d'un 
dispositif selon l r invention, pour former une matrice 

25 de gouttes de ce liquide. 

Par « liquide d'interet », on entend tout 
liquide susceptible de ntcessiter une disposition en 
matrice de gouttes sur un support, par exemple dans un 
but analytique et/ou chimique et/ou biochimique. Par 

30 « but chimique et/ou biochimique », on entend toute 
reaction chimique et/ou biochimique qui peut §tre 
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realisee dans un liquide. Par « but analytique », on 
entend toute analyse qualitative et/ou quantitative qui 
peut etre r6alis6e dans un liquide. 

Le liquide d'interet peut etre organique ou 
5 aqueux. II peut s'agir d'un quelconque des liquides 
actuellement manipules en laboratoire ou dans 
1' Industrie, par exemple sur des laboratoires sur puce. 
II peut s' agir par exemple d'un liquide choisi parmi 
une solution, un solvant, un r6actif, un echantillon, 

10 un extrait cellulaire, un pr£l£vement provenant d'un 
organisme animal ou vegetal, un prelevement effectue 
dans la nature ou dans 1' Industrie, etc. II peut s'agir 
d'un liquide biologique ou chimique. Ce liquide 
d'interet peut etre un liquide dilue, si necessaire, 

15 pour son utilisation avec le dispositif de la presente 
invention, comme cela peut se faire sur les 
laboratoires sur puce. Un produit solide peut §tre mis 
en solution pour constituer un liquide d'interet au 
sens de la presente invention. Ce produit solide peut 

20 §tre choisi par exemple parmi un produit chimique ou 
biochimique, un reactif, un materiau k analyser, un 
prelevement provenant d'un organisme animal ou vegetal, 
un prelevement effectue dans la nature ou dans 
1' Industrie, etc. L'liomme du metier connait la 

25 manipulation de tels produit s et liquides d'interet. 

Le substrat du dispositif de 1' invention 
constitue en fait le support sur lequel est form£e la 
surface active avec ses zones de travail et leur 
bordure respective. Le substrat peut etre constitu6 de 

30 tout materiau approprie pour la mise en oeuvre de la 
presente invention. II peut s'agir par exemple d'un des 
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mat^riaux de base utilises pour fabriquer les 
laboratoires sur puce, puces biologiques, 

microsy st ernes, etc. II peut s'agir par exemple d'un 
materiau choisi dans le groupe constitu6 de silicium, 
5 d'oxyde de silicium, de nitrure de silicium, de verre, 
de plastique, d'un polymere organique, et d'un m<§tal ou 
d'un alliage de m6tal. Les polym&res organiques peuvent 
&tre par exemple choisis dans le groupe comprenant les 
polycarbonates, les polydim«§thylsiloxanes, les 

10 polym^thylmetacrylates, les polychlorobiph«§nyles et les 
copolym^res de cyclool^f ines . Le metal peut §tre choisi 
par exemple dans le groupe constitu£ par Au, Ti, Pt, 
Al, Ni, Sn et 1' alliage de mdtal peut etre de l'acier 
inox. 

15 Par surface active, on entend surface du 

substrat sur laquelle sont formees les zones de travail 
entourtes par leur bordure. Selon 1' invention, le 
substrat peut comporter une ou plusieurs surfaces 
actives. La surface active peut §tre constitute de tout 

20 materiau sensiblement non mouillant vis-a-vis de 
liquide d'interSt et appropri^ pour mettre en oeuvre la 
present e invention. En effet, le f onctionnement du 
dispositif de la prtsente invention repose en partie 
sur le fait que la surface active ne retient pas ou 

25 tres peu le liquide d'int<§r§t, ce qui permet un d<§- 
mouillage total, facile, sans retention du liquide 
d f int6r§t sur la surface entre les bordures, et ceci 
sans s6chage. Ainsi, les gouttes de liquide d'inter§t 
sont captures s61ectivement et exclusivement par les 

30 bordures et sont circonscrites aux zones de travail 
qu'elles entourent, ce qui evite tout probl^me de 
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contamination entre les gouttes, et done entre les 
zones de travail. 

Par surface sensiblement non mouillante vis-a- 
vis de liquide d'interet, on entend surface sur 
5 laquelle le liquide d'interet poss^de une faible 
adherence, e'est k dire que si on fait couler le 
liquide d'inter§t sur une telle surface, il ne laisse 
pas de traces, ni de gouttes. Toutefois, la capture 
devient difficile, voire impossible, dans le cas oix le 

10 liquide d'int<§r§t ne mouille absolument pas la surface. 
De la m§me fagon, si la surface est totalement 
mouillante, il deviendra impossible d' aspirer le 
liquide d'interet. Ainsi, de preference, la surface 
sensiblement non mouillante forme un angle de contact 

15 avec le liquide d'interet auquel le dispositif de 
1' invention est destine de au moins 60°, de preference 
de 60 k 90°. Par exemple, lorsque le liquide d'interet 
est aqueux, le materiau formant la surface active est 
avantageusement hydrophobe, avec de preference un angle 

20 de contact de 60 k 110° 

Aucune modification chimique de la surface du 
substrat n'est requise si le substrat est constitue 
d'un materiau deja sensiblement non mouillant vis-^-vis 
du liquide d'interet. 

25 En revanche, si la surface du substrat n'est 

pas dej& sensiblement non mouillante vis-^-vis du 
liquide d'inter§t, un traitement de surface peut §tre 
n^cessaire pour la rendre sensiblement non mouillante. 
Dans ce cas, le materiau de la surface active est 

30 notamment choisi en fonction du liquide d'interet k 
partir duquel une matrice de gouttes doit etre formee, 
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en fonction du substrat, et aussi en fonction des zones 
de travail. II peut §tre forme sur le substrat par 
modification chimique de la surface du substrat ou par 
dep6t sur cette surface d' un mat^riau sensiblement non 
5 mouillant vis-a-vis du liquide d'interet. 

Par exemple, lorsque le liquide d'int6rdt est 
aqueux, le mat6riau formant la surface active est 
avantageusement hydrophobe. Par exemple, dans les 
exemples de mat6riaux pr£cites constituant le substrat , 

10 la surface du substrat peut §tre rendue non mouillant e f 
ici hydrophobe, par modification chimique, par exemple 
par silanisation avec un silane porteur de fonctions 
hydrophobes, par exemple 1H, lH f 2H, 2H-perf luorodecyl- 
trichlorosilane. II peut s 1 agir par exemple aussi d'un 

15 depot de teflon liquide sur plateau tournant ; d'une 
silanisation en phase gazeuse de silane hydrophobe ; de 
1' utilisation de silane hydrocarbon^, par exemple du 
type octad£cyltrichlorosilane. Les materiaux et 
procedes utilisables pour la mise en oeuvre de telles 

20 modifications chimiques sont connus de l'homme du 
metier, Un exemple de realisation est donne ci-dessous. 

La forme et la taille de cette surface active, 
et done aussi du substrat sur lequel elle est formee, 
n' ont pas d' importance pour le f onctionnement du 

25 dispositif de 1' invention. Elles peuvent dtre 
determinees par exemple en fonction du nombre de 
bordures coupl£es & des zones de travail formees sur 
celle-ci, et event uellement de leur disposition sur 
cette surface, ainsi qu'en fonction de la taille 

30 d£sir£e du dispositif tel qu'il sera utilise et des 
specifications de co\it. Afin d' eviter des retentions 
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non souhaitables du liquide d'inter§t, entre les 
bordures, la surface du substrat comport ant les zones 
de travail et leur bordure est de preference plane. A 
titre d'exemple, la surface active peut avoir une forme 
5 et une taille comparables a celles utilisees dans les 
laboratoires sur puce et les microsystemes d' analyse et 
de detection connus de l'homme du metier. 

Selon 1' invention, on entend par « bordures » 
des structures en relief fornixes sur le substrat de 

10 maniere a creer des cuvettes non jointives. Ces 
cuvettes ne sont pas « enfonc6es » dans le corps du 
substrat , mais sont constitutes k sa surface par leur 
bordure. La figure 1 annexee est une representation 
schematique en coupe de deux types de cuvettes : k 

15 gauche des cuvettes (c a ) de l'art anterieur, 
« enfonc^es » dans un substrat (S a ) , et k droite des 
cuvettes (c) conformes a la presente invention, c'est k 
dire formtes gr£ce a leur bordure (b) sur un substrat 
(S> • Un espace libre reste done disponible entre les 

20 bordures des cuvettes conformes a la presente invention 
pour des ecoulements du liquide d'interet. Ces bordures 
permettent done chacune une capture tr6s localisee 
d'une goutte (g) du liquide d'int€r§t. Le terme 
« localise » est d§fini ci-dessus. Par exemple, dans 

25 une utilisation basique du dispositif, en faisant 
couler du liquide d'int£r§t sur la surface active, de 
maniere k couvrir ces bordures, et les cuvettes 
qu'elles forment, les bordures capturent, ou 
retiennent, une goutte de liquide d'interet dans la 

30 cuvette, alors que la surface active , sensiblement non 
mouillante vis-&-vis du liquide d'inter§t, ne retient 
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pas ou tr£s peu de liquide d'intergt. En cessant 
l'ecoulement du liquide d'interet, seule une goutte de 
ce liquide est retenue localement par bordure, sur la 
zone de travail qu'elle entoure. 
5 La forme exacte des bordures, ou muret, n'est 

pas definitive et peut §tre adaptee suivant les 
applications et les moyens de fabrication disponibles 
pour leur fabrication. Selon 1' invention, les bordures 
peuvent avoir n'importe quelle forme & condition 

10 qu'elles puissent capturer, ou emprisonner, chacune, 
une goutte du liquide d'int6r£t, et que cette goutte 
soit en contact de la zone de travail entouree par 
ladite bordure. A titre d'exemple, les bordures peuvent 
avoir une section en coupe transversale, dans le sens 

15 de la surface active vers la partie haute de la 
bordure, choisie parmi une forme triangulaire, 
rectangulaire, conique, tronconique, de demi-cercle, de 
demi-ellipse. La figure 2 repr£sente schematiquement, 
en coupe transversale, diff£rentes geometries possibles 

2 0 de bordures (b) selon 1' invention fornixes sur un 
substrat (S) . A titre d'exemple egalement, les bordures 
peuvent avoir une forme, autour de leur(s) zone(s) de 
travail et vue du dessus, choisie parmi une forme 
annulaire, en etoile, en rectangle, en carr£, en 

25 triangle, en ellipse, ou en polygone ayant de 4 a 20 
cot^s. La figure 3 est une representation sch£matique 
de bordures (b) selon 1' invention, en vues du dessus, 
ayant diff6rentes formes autour de leur zone de travail 
(Zt) qu'elles entourent. 

30 Le rapport entre la hauteur des bords et le 

diam£tre des cuvettes est un facteur de controle de la 
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bonne retention d'une goutte de liquide d f inter§t dans 
les cuvettes . Lorsque les bordures sont trop eleves 
pour un diam^tre donne, le liquide d'int^ret ne peut 
pas remplir les cuvettes formees par ces bordures et 
5 done etre retenu. A 1' oppose, lorsque la hauteur des 
bordures est trop faible pour un diametre donne, le 
liquide d f int6r§t n' est pas retenu dans les cuvettes 
fornixes par ces bordures car elles ne peuvent pas jouer 
leur role d' obstacle a 1' aspiration . Ainsi, k titre 

10 d'exemple, selon 1' invention, les bordures se 
pr^sentent avantageusement sous la forme d' anneau, 
event uellement avec une des formes geometriques 
pr^citees, dont la hauteur (h) a partir de la surface 
active est de 5 a 20 pm ; dont la section (e) de 

15 l'anneau au niveau de la surface active est de 20 a 100 
jam ; et dont le diam&tre (D) a l'interieur de la 
bordure, d^limitant la zone de travail, est de 15 pm & 
5 mm* 

Selon 1' invention, la surface active peut aussi 
20 §tre d^finie de la maniere suivante (voir figure 1 & 
titre indicatif pour les r£f6rences) : 

D : diam&tre int^rieur des gouttes, avec, par 

exemple, 15pm ^ D ^ 5mm ; 
Ij : espacement entre gouttes ; 
25 e : section du muret la plus large, avec, par 

exemple, 2 0 vim ^ e ^ 100pm ; et 
h : hauteur du muret, avec, par exemple, 
5pm ^ h ^ 20pm ; 

30 avec h/D < 0,15 ; e/D < 0,33 ; et h/L < 0,3. 
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Les bordures sont r£alis£es conf orm^ment aux 
regies suivantes : il s'agit de structures en relief 
sous forme de muret d<§f inissant un pErimEtre ferm£, 
avec des bords non jointifs d'une bordure k 1' autre* 
5 Ces bordures peuvent etre fabriquEes par tout procede 
connu de l'homme du mEtier pour dEformer les matEriau 
prEcites constituant le substrata ou par tout procede 
connu de l'homme du metier pour former sur une surface 
des reliefs,, en particulier dans le domaine des 

10 laboratoire sur puce et microsystdmes d' analyse, par 
exemple par depot de materiau(x) et gravure. A titre 
d' exemple, parmi les procEdes connus de l'homme du 
metier utilisables pour fabriquer les bordures selon la 
prEsente invention, on peut citer les suivants : 

15 gravure directe du substrat ; dEpot d'un materiau & la 
surface d'un substrat plan, par exemple par couchage, 
Evaporation, pulverisation, ou d£p6t Elect rochimi que, 
puis gravure en conjonction avec un proc£d£ classique 
de photolithographie, par exemple par couchage de 

20 rEsine, insolation et definition de motifs, ou 
gravure ; definition directe de motifs par 
photolithographie dans des polymEres photosensibles, 
par exemple dans le cas de rEsines photosensibles ; 
moulage ou emboutissage, par exemple de matEriaux 

25 plastiques ou du substrat formant la surface active. 

La fabrication des bordures selon l r invention, 
peut en particulier s'effectuer durant la derniEre 
etape d'un empilement technologique de plusieurs 
couches sur le substrat. Les couches infErieures 

30 pourront contenir des actionneurs ou des detecteurs 
mEcaniques, optiques ou §lectroniques, par exemple de 



WO 2005/042162 



17 



PCT7FR2004/050525 



type MEMS ou MEMS optique ("Micro Electro Mechanical 
System") ou encore des molecules greffees d' int«§r£t 
chimique ou biologique destines & former les zones de 
travail. Les cuvettes peuvent par exemple §tre 
5 disposees sur un damier, k la surface du substrat, de 
telle sorte qu'elles ne poss&dent aucun bord en commun. 

Selon 1' invention, optionnellement , les 
bordures peuvent §tre mouillantes vis k vis de le 
liquide d'int6r§t sur leur partie la plus haute par 

10 rapport a la surface active et/ou sur leur versant en 
regard avec la zone de travail qu r elle entoure. Cette 
option permet de renforcer, si necessaire, la retention 
de la goutte de liquide d'inter^t captur^e par la 
bordure. Cette mouillabilite peut etre obtenue, par 

15 exemple sur des bordures constitutes de silicium, 
d'oxyde de silicium (Si0 2 ) , de verre, de nitrure de 
silicium (Si 3 N 4 ) , c'est h dire de mat<§riaux pouvant 
constituer le substrata par greffage sur ce mat<§riau 
d'une fonction chimique mouillante vis-ci-vis du liquide 

20 d'inter§t auquel est destind le dispositif de 
1' invention. Par exemple, la fonction chimique 
mouillante vis-ci-vis d'un liquide d'int6r§t aqueux peut 
etre choisie dans le groupe constitu£ d'une fonction 
alcool, alcoolate, acide carboxylique, carboxylate, 

25 acide sulfonique, sulfonate, oxyamine, hydrazine, amine 
et ammonium, 

Cette mouillabilite peut aussi §tre 
obtenue, lorsque le substrat est a base de silicium, 
par gravure pour former du silicium noir oxyde 
30 hydrophile qui ne ntcessitera pas de modification 
chimique pour §tre mouillant vis-ci-vis des solutions 
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aqueuses. Ce mode de realisation ^conomique est done 
pr6f6rentiellement utilise lorsque le liquide d'interet 
est aqueux. Le document [10] pr^sente un protocole 
utilisable pour executer ce mode de realisation. 
5 La nature de la surface , k l'exterieur des 

cuvettes, mais aussi avantageusement a l'interieur des 
cuvettes, est un param&tre important pour permettre le 
bon f onctionnement global du dispositif de la pr6sente 
invention. Le traitement de la surface du substrat pour 

10 le rendre sensiblement non mouillant peut §tre effectue 
avant ou apr£s la formation des cuvettes, afin de 
modifier 1' affinity des zones sur le substrat : entre 
les cuvettes et, avantageusement, en leur centre. 
Ainsi, Inspiration du liquide d'int<§r§t est facilit£e 

15 par une faible af finite entre le liquide d'int<§r§t et 
la surface entre les cuvettes. D' autre part, le centre 
des cuvettes peut avantageusement poss^der une bonne 
affinite vis-a-vis de la phase liquide pour faciliter 
la capture d'une goutte de liquide d'interet au sein 

20 des cuvettes. 

De maniere tout h. fait inatt endue, les 
inventeurs ont remarqu£ que lorsque toute la surface du 
substrat, e'est a dire le centre des cuvettes formees 
par les bordures et la surface entre les cuvettes, 

25 poss^de une mauvaise affinity avec le liquide 
d'interet, notamment lorsqu' elle est sensiblement non 
mouillante vis-^-vis du liquide d'int<§r£t, la capture 
de la phase liquide dans les cuvettes lors de 
1' aspiration peut tout de m§me s'effectuer gr3.ee a la 

30 presence des parois des cuvettes conformes a la 
presente invention, meme si elles sont non mouillantes 
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vis-a-vis du liquide d'int6r§t. Ainsi, selon 
1' invention, les zones de travail peuvent §tre des 
zones non mouillantes vis-^-vis du liquide d'int£r§t. 
Un autre avantage de cette invention est que la capture 
5 du liquide d'int^ret depend beaucoup moins de l'etat de 
la surface ou de son Evolution dans le temps que pour 
les dispositifs de l'art anterieur. En effet, si 
1' affinity entre le centre de la cuvette et le liquide 
d'inter£t diminue au cours du temps, la capture reste 

10 assuree par la presence des bordures, ou murets 
conformes k la presente invention. 

De preference, selon l r invention, au moins une 
zone de travail est dans le meme plan que la surface 
active, de preference encore, toutes les zones de 

15 travail de la surface active. Les bordures etant 
realis£es autour des zones de travail, la fabrication 
du dispositif de la presente intention est ainsi 
f acilitee . 

Par zone de travail, on entend dans la presente 
20 invention une zone au niveau de laquelle des operations 
physiques et/ou chimiques et/ou optiques peuvent §tre 
menses dans la goutte capturee par la bordure qui 
l'entoure (sa bordure). Ainsi, selon 1' invention, au 
moins une zone de travail peut etre une zone 
25 d' interaction choisie parmi une zone d' interaction 
eiectrique, chimique, m^canique, optique avec ladite 
goutte de liquide d'interet capturee, ou une zone au 
niveau de laquelle plusieurs de ces interactions sont 
utilis6es simultan6ment ou successivement . 
30 Ainsi, suivant une premiere forme de 

realisation de 1' invention, au moins une zone de 
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travail peut Etre une zone d' interaction Electrique, 
par exemple une microcellule Electrochimique. Une 
microcellule electrochimique est un dispositif 
possEdant au moins deux Electrodes, pref erentiellement 
5 coplanaires, formant une Electrode de travail et une 
contre-Electrode . Elle peut egalement possEder une 
Electrode de reference. Ces ElEments sont connus de 
1'homme du mEtier et les procEdEs de fabrication connus 
de 1'homme du mEtier sont utilisables pour fabriquer 
10 cette zone de travail, par exemple le procEdE dEcrit 
dans le document rEf ErencE [7] . 

Grace & cette forme de rEalisation, le 
dispositif de la prEsente invention peut constituer un 
vEritable microrEacteur electrochimique qui utilise les 

15 gouttes de liquide d'intErEt capturEes par les bordures 
comme milieux rEactionnels, et plus prEcisEment comme 
milieux Electrochimiques . Chaque rEacteur 

Electrochimique (bordure + zone de travail sous forme 
de microcellule Electrochimique + goutte de liquide 

20 d' intEret capturEe) suivant cette premiEre forme de 
rEalisation de la prEsente invention peut Etre utilisE 
pour rEaliser toute rEaction et/ou analyse 
Electrochimique connue de 1'homme du mEtier. 

Ce rEacteur peut servir par exemple k effectuer 

25 des rEactions d' ElectropolymErisation localisEe d'un ou 
de plusieurs monomEre(s) prEsent (s) dans la goutte 
(polymErisation ou copolymErisation) et/ou d'Electro- 
greffage localisE d'une ou de plusieurs molEcule(s) 
chimique(s) prEsente (s) dans la goutte du liquide 

30 d'intErEt sur une des Electrodes de la microcellule. 
Dans cet exemple, le liquide d'intErEt peut etre un 
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liquide contenant les reactifs necessaires k 
1' electropolymerisation ou a l f eiectrogref f age desire. 
La polymerisation et le greffage sont alors 
avantageusement localises au niveau de la goutte du 
5 liquide d f interet capturee par la bordure. De telles 
reactions d' electropolymerisation ou greffage localises 
peuvent §tre utilis^es par exemple pour la fabrication 
de puces biologiques ou systemes d' analyse. 

Dans un exemple particulier, la microcellule 

10 eiectrochimique du dispositif de l r invention peut etre 
utilisee d' abord pour « fabriquer » les zones de 
travail, et ensuite, par exemple pour utiliser ces 
zones de travail pour 1' analyse des gouttes d'un 
liquide d'interdt a analyser. Par exemple, si les zones' 

15 de travail doivent comprendre un polymere organique 
f onctionnalise par une sonde, par exemple une sonde 
biologique, elles peuvent etre fabriqu6es par 
Electropolymerisation d'un polymere conducteur 
f onctionnalise par une sonde, par exemple suivant le 

20 proced6 deer it dans le document reference [5]. La 
particularity liee k 1' utilisation du dispositif de 
1' invention est qu' on utilise les bordures pour 
capturer de maniere localis^e sur chaque zone de 
travail une premiere goutte d'un premier liquide 

25 d' interet contenant les reactifs necessaires k 
1' electropolymerisation (monomere organique). La 
fonctionnalisation par la sonde, peut etre realisee 
simultanement k 1' electropolymerisation, le premier 
liquide d' interet contient alors aussi la sonde (par 

30 exemple monomere f onctionnalise par la sonde) . La 
fonctionnalisation peut aussi §tre realisee 
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post6rieurement a 1' 61ectropolym6risation au moyen 
d'une deuxieme goutte d'un deuxieme liquide d' interet 
(contenant la sonde) capturee par les memes bordures 
et, de ce fait localisee sur les memes zones de 
5 travail. En outre, les zones de travail ainsi 
fabriquees peuvent ensuite etre s<§ch6es, et elles 
peuvent servir, toujours grace & leur bordure qui les 
entoure, k capturer une goutte d'un troisi^me liquide 
d' intergt a analyser, contenant une cible qui interagit 

10 avec la sonde (par exemple oligonucleotides 
complement aires) . Un quatrieme liquide d' interet peut 
encore €tre utilise pour analyser (detection et/ou 
dosage) 1 ' interaction sonde/cible sur lesdites zones de 
travail, et ainsi de suite. 

15 Le microreacteur 61ectrochimique selon 

l f invention peut servir par exemple aussi k effectuer 
des analyses 61ectrochimiques, qualitatives et/ou 
quantitatives, d' analytes presents dans les gouttes 
capturee par les bordures. II peut servir par exemple 

20 aussi k effectuer des analyses electrochimiques, 
qualitatives et/ou quantitatives, d' une interaction 
moleculaire sonde/cible, la sonde 4tant fixee sur les 
zones de travail, et la cible se trouvant dans les 
gouttes du liquide d' interet capturees. 

25 Dans un exemple particulier, ou la microcellule 

61ectrochimique d'un dispositif de la presente 
invention est utilis^e pour detecter une cible presente 
dans un 6chantillon liquide, par exemple en mettant en 
jeu une interaction de la cible k detecter avec une 

30 sonde specifique fix6e sur les zones de travail, il est 
possible de detecter 61ectrocliimiquement ladite 
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interaction par exemple avec amplification du signal 
par accumulation enzymatique dans une goutte d'un 
liquide d'int£ret, contenant un substrat enzymatique, 
capturee par la bordure qui entoure chaque zone de 
5 travail. Le document [4] expose un protocole op£ratoire 
utilisable pour ce type de detection, avec le 
dispositif de la presente invention. 

La detection d'une interaction sonde/cible sur 
une zone de travail peut faire intervenir un des autres 

10 moyens connus de 1 f homme du metier que la cellule 
elect rochimi que, par exemple un de ceux exposes dans la 
presente description, par exemple un proc§de optique. 
La microcellule eiectrochimique peut done servir dans 
ce cas uniquement k « fabriquer » les zones de travail, 

15 la detection d'une interaction sonde/cible etant 
ensuite effectuee par un autre moyen, ou alors k 
analyser une interaction sonde/cible, la fabrication 
des zones de travail etant r6alis6e par un autre 
proc6d6, par exemple un de ceux connus de l f homme du 

20 metier dans le domaine des puces biologiques. 

Quelle que soit la mise en oeuvre de cette forme 
de realisation caract6ris6e par la presence d'une 
microcellule eiectrochimique, lorsqu'une sonde est 
utilis^e sur les zones de travail, elle peut §tre 

25 choisie par exemple dans le groupe constitue par une 
enzyme, un substrat d' enzyme, un oligonucleotide, un 
oligonucleoside, une proteine, un r6cepteur membranaire 
d'une cellule eucaryote ou procaryote, un anticorps, un 
antigdne, une hormone, un metabolite d'un organisme 

30 vivant, une toxine d'un organisme vivant, 
polynucleotide, polynucieoside, ADN complement aire, ou 
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un melange de celles-ci. Elle est bien entendu choisie 
en fonction de la cible avec laquelle elle devra 
interagir . 

Suivant une deuxieme forme de realisation de 
5 1' invention, au moins une zone de travail peut etre une 
zone d' interaction chimique avec la goutte de liquide 
d'interet capturee, sans microcellule 61ectrochimique . 
Cette zone de travail peut par exemple comporter des 
fonctions ou des r<§actifs chimiques ou biologiques 

10 prets ci reagir avec une cible de ces fonctions ou de 
ces reactifs presente dans un liquide d'int^rdt. De 
m§me que pour la premiere forme de realisation, le 
dispositif de 1' invention peut servir dans un premier 
temps ci placer ces fonctions ou ces reactifs sur des 

15 zones de travail, et dans un deuxieme temps, apr&s 
sechage, a capturer une goutte de liquide d'interet 
contenant, la cible de ces fonctions ou de ces 
reactifs . 

Cette, au moins une, zone de travail peut §tre 
20 choisie parmi celles connues de l'homme du metier dans 
le domaine des puces biologiques (puces commercialisees 
par AGILENT, CIPHERGEN, EUROGENTEC) . La difference du 
dispositif de la presente invention avec ces puces de 
l'art ant^rieur reside surtout en la presence d'une 
25 bordure entourant chaque zone de travail et permettant 
de capturer une goutte de liquide d'interet. Cette, au 
moins une, zone de travail peut §tre fabriqu<§e par 
exemple par silanisation puis immobilisation de sondes 
biologiques comme cela est d6crit par exemple dans le 
30 document reference [8]. 
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Cette, au moins une f zone de travail peut etre 
par exemple une zone comportant un polymere 
f onctionnalise par une sonde biologique telles que 
celles precitees, dans le but de fixer une cible 
5 correspondante susceptible d'etre pr&sente dans un 
liquide d f interet pour la detecter, par exemple 
optiquement . Par exemple, sur un substrat tels que ceux 
precites, cette, au moins une, zone de travail peut 
etre obtenue selon les methodes decrites dans le 

10 document reference [9]. 

Suivant une troisieme forme de realisation de 
1' invention, au moins une, zone de travail peut 
posseder des dispositifs actifs ou de mesure, tels que 
des . capteurs ou des actionneurs. Cette forme de 

15 realisation peut s'ajouter aux formes de realisation et 
variante precitees, ou etre exclusive suivant 
l'objectif vis4 dans la mise en oeuvre de la pr£sente 
invention. Les dispositifs actifs ou de mesure sont 
avantageusement situ£s au centre de la surface des 

20 zones de travail d61imit£es par une bordure. 

Lorsqu'une zone de travail comprend un capteur, 
il peut etre choisi par exemple dans le groupe 
constitue des capteurs electriques, magnetiques, 
elect rost at iques, mecaniques (par exemple capteur de 

25 pression) , thermiques (par exemple capteurs de 
temperature) , optiques (par exemple dispositif de 
detection optique) et chimiques. 

Lorsqu'une zone de travail comprend un 
actionneur, il peut etre choisi par exemple dans le 

30 groupe const itue des actionneurs optiques (source 
lumineuse) , electriques, magnetiques, eiectrostatiques, 
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mecaniques (emplacement m^canique) , thermiques 

(resistance chauffante) et chimiques. 

De tels capteurs et actionneurs, utilisables 
pour la mise en oeuvre de la pr6sente invention, ainsi 
5 que leur proc^de de fabrication sont connus de l'homme 
du metier, notamment dans le domaine des microsystemes . 
La encore, la difference du dispositif de la presente 
invention avec ces puces de l'art anterieur reside en 
particulier en la presence de la bordure entourant 

10 chaque zone de travail. 

Quelle que soit la forme de realisation du 
procede de la presente invention, plusieurs zones de 
travail entour^es chacune par une bordure selon 
1' invention peuvent etre disposees sur un substrat. 

15 Dans une application courante, par exemple pour la 
fabrication d'un laboratoire sur puce, ou d' un 
microsystdme, le nombre de zones de travail entourees 
chacune par une bordure peut etre, a titre d' exemple 
uniquement, de 16 a 3025 par cm 2 de surface active. 

20 Suivant une variant e de la present e invention, 
plusieurs zones de travail peuvent etre entourees par 
une seule bordure, par exemple de 2 a 4 ou plus, pourvu 
que lorsqu'une goutte de liquide d f int6r§t est captur^e 
par la bordure, cette goutte recouvre, au moins 

25 partiellement, toutes les zones de travail qui sont 
entour6es par cette bordure. 

De manidre g6n£rale, grace au dispositif de la 
presente invention, diff£rentes gouttes constitutes de 
diff6rents liquides d' interet peuvent etre capturees 

30 successivement par une m§me bordure et & differentes 
fins, par exemple pour realiser des etapes successives 
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d'un protocole de fabrication de la zone de travail 
qu'elle entoure, par exemple aussi pour realiser des 
etapes successives de detection et/ou de dosage d'un 
analyte dans un liquide d'int^ret. L'avantage li6 a la 
5 pr^sente invention est que quel que soit 1' ob jectif des 
captures successives de gouttes de liquides d'int6ret, 
les gouttes capturees successivement sont toutes 
localises sur les zones de travail, grace k leur 
bordure respective. 

10 Le dispositif de 1' invention comprend egalement 

une boite de travail. Cette boite de travail est une 
boite utilisee pour couvrir la surface active du 
dispositif de 1' invention avec le liquide d'interet. 
Cette boite peut permettre en outre de confiner la 

15 surface active et/ou d'effectuer des analyses sur ou 
dans les gouttes capturees sur les zones de travail. 
Dans ces deux derniers cas, le dispositif de la 
pr£sente invention constitue alors un veritable 
laboratoire miniature. 

2 0 Le dispositif de la pr6sente invention peut 

etre utilisee dans des microsyst&mes, tels que des 
microsystemes d' analyse, ou former une puce biologique 
par exemple choisie dans le groupe constitue des puces 
ci acide nucl^ique, ct anticorps, a antig^nes, k proteine 

25 et k cellules. 

Les dimensions de cette boite dependent 
notamment des dimensions du substrat muni de sa surface 
active qui doit §tre introduit dans celle-ci, mais 
aussi, le cas 6ch6ant, d'autres dispositif s d' analyse 

30 ou microsystemes qui peuvent §tre joints dans ladite 
boite, par exemple d'autres laboratoires sur puce. 
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Elles peuvent descendre en dessous du cm pour leur cot<§ 
le plus grand. 

La boite peut etre constitute par exemple d'un 
mat^riau choisi dans le groupe constitue par un 
5 polymdre organique f une mati^re plastique elastomere, 
un verre, du m£tal, du silicium, une rtsine 
photosensible, ou par tout mat<§riau connu de l'homme du 
metier et permettant la mise en oeuvre de la pr£sente 
invention. Par exemple, il peut s'agir d f un polymere 

10 choisi dans le groupe comprenant les polycarbonates, 
les polydim§thylsiloxanes, les polym6thylmetacrylates, 
les polychlorobiphenyles et les copolymeres de 
cycloolef ines . 

Le mattriau de la boite est gtneralement choisi 

15 en fonction de la nature du liquide d f int<§r§t k 
introduire dans la boite, de 1' utilisation de la boite 
(simplement couverture du substrat par le liquide 
d'int6r§t pour former la matrice de gouttes ou 
couverture et analyses ou autre (reactions chimiques, 

20 elect rochimiques ou biochimiques) et en fonction des 
specifications de cout du fabriquant. II peut s'agir 
d'un mattriau identique au substrat du dispositif de 
1' invention ou different. 

La boite est de preference suffisamment etanche 

25 pour eviter par exemple les fuites lors de 
1' introduction dans celle-ci du liquide d'interet et/ou 
les contaminations pouvant provenir de l'exterieur de 
la boite, par exemple bacterienne, chimiques, etc. 
et/ou 1' Evaporation des gouttes captur<§es par les 

30 bordures entourant les zones de travail du dispositif 
de la presente invention. 
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Selon un mode de realisation particulier de la 
boite, lorsque le substrat et la boite sont constitues 
d'un meme mat<§riau, le substrat peut constituer une des 
parois de la boite, la surface active etant dirig6e 
5 vers l'interieur de la boite. 

Les parois de la boite peuvent etre mont^es & 
partir de, et sur, la surface active du dispositif de 
1' invention, par exemple par collage ou compression. 

La boite de travail peut comprendre un capot 

10 pour son montage, mais aussi, dans certaines 
applications, pour l'ouvrir ou la fermer, notamment 
afin de pouvoir retirer de celle-ci le substrat de 
1' invention avec sa surface active apr&s 1' avoir mis en 
contact avec le liquide d'interet, ou apres les 

15 analyses ou reactions dans les gouttes. En effet, une 
seule boite peut 6galement servir pour immerger en m§me 
temps ou successivement un, ou, suivant sa conception, 
plusieurs substrats selon 1' invention. La boite peut 
alors comprendre des moyens de fixation amovibles, par 

20 exemple des clips, du, ou des, substrats a l'interieur 
de celle-ci. Si la boite comprend un capot, il est de 
preference suffisamment 6tanche pour ne pas perturber 
1' introduction du liquide d'interet dans la boite. 

Le capot peut §tre constitu6 d'un mat^riau tel 

25 que ceux precites pour la boite. II peut etre fabrique 
par exemple par moulage, par emboutissage, par gravure 
ou par Erosion mecanique, etc. II peut ensuite §tre 
fix<§ d^finitivement sur la boite pour la fermer, par 
exemple par collage, compression, plaquage ou par tout 

30 autre moyen connu de l'homme du metier et assurant la 
tenue et I'etanch6it6 requise pour l r utilisation de 
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celle-ci. II peut aussi etre fix<§ sur la boite de 
manitre amovible, tou jours en as sur ant la tenue et 
I'etanchtite requise pour 1' utilisation de celui-ci, 
afin que la meirie boite ainsi constitute puisse servir h 
5 disposer des matrices de gouttes sur plusieurs 
substrats difftrents selon 1' invention, et/ou avec 
different s liquides d'int6r§t. 

De pr6f6rence, le mattriau de la boite, et, le 
cas £cheant, de son capot, est, a I'inttrieur de celle- 

10 ci, sensiblement non mouillant vis-^-vis du liquide 
d'inttret. En effet, ceci permet d f eviter que des 
gouttes adherent aux surfaces internes de la boite, 
apres 1' extraction du liquide d'interet, et retombent 
sur la surface active et viennent gener les analyses et 

15 reactions sur les zones de travail dans les gouttes 
captur6es par les bordures. Des traitements de surface 
peuvent §tre ntcessaires pour obtenir ce rtsultat, 
comme pour la surface active du dispositif de 
1' invention. Ces traitements peuvent £tre par exemple 

20 ceux prtcites pour la fabrication de la surface active. 

La boite de la pr6sente invention peut dtre 
munie de moyens d' introduction du liquide d*inter§t 
dans ladite boite et d' extraction de liquide d'inttret 
de ladite boite. Ces moyens peuvent comprendre par 

25 exemple deux ouvertures. II n r y a pas de limitation 
dans la position, la forme, le nombre, et la fonction 
de ces ouvertures autres que celles-ci : elles doivent 
permettre 1' introduction puis 1' extraction du liquide 
d'inttret de la boite, et elles doivent etre dispostes 

30 de telle mani^re que lorsque le liquide d'inter§t est 
introduit dans la boite, il couvre la ou les bordures 
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de la surface active, et lorsque le liquide d'inter§t 
est extrait de la boite, une goutte du liquide 
d'inter§t reste captive par bordure. Le liquide 
d'int^ret peut entrer puis sortir de la boite par deux 
5 ouvertures diff^rentes. II peut aussi entrer puis 
sortir de la boite par une seule de deux ouvertures, 
une deuxi^me ouverture servant k autoriser 1' extraction 
du liquide d'int£r§t, soit en laissant passer 1'air 
appel6 par 1' extraction du liquide d'int<§ret, soit en 
10 inject ant par cette deuxidme ouverture un fluide gazeux 
permettant de pousser le liquide d'interet hors de la 
boite. 

lies moyens d' introduction et d' extraction du 
liquide d'inter§t de la boite comprennent notamment des 

15 ouvertures qui peuvent §tre disposees sur le capot ou 
sur les parois de la boite, par exemple par gravure, 
emboutissage, moulage, exposition & la lumi^re pour une 
r£sine photosensible, pergage m£canique, etc. 

Les moyens d' introduction du liquide d'interet 

20 dans la boite peuvent comprendre tout moyen appropri6 
connu de l'homme du metier pour injecter un liquide 
dans une boite, notamment ceux utilises dans le domaine 
des laboratoires sur puce et des microsyst^mes . Ces 
moyens d' introduction peuvent dtre choisis par exemple 

25 parmi une seringue, une pipette, une micropipette, ou 
une pompe d' injection, etc. 

Les moyens d' extraction du liquide d'int6r§t de 
la boite peuvent comprendre tout moyen appropri6 connu 
de l'homme du metier pour extraire un liquide d'une 

30 boite, notamment ceux utilises dans le domaine des 
laboratoires sur puce et des microsyst&mes . Ces moyens 
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d' extraction peuvent etre par exemple une pompe 
d' extraction, manuelle ou automatique. 

Par exemple, selon l'invention, lorsque le 
moyen d' extraction du liquide d 1 int^ret comprend une 
5 pompe d' extraction , celle-ci peut §tre sous la forme 
d'une pompe d' injection d'un fluide gazeux dans la 
boite/ par une premiere ouverture formee sur la boite, 
de maniere & pouvoir injecter dans la boite un fluide 
gazeux chassant le liquide d'int6r§t de la boite par 

10 une deuxi^me ouverture form<§e sur la boite. 
Avantageusement, la pompe d' in jection du fluide gazeux 
comprend en outre un dispositif de saturation du fluide 
gazeux injects en vapeur du liquide d'inter§t. Cette 
saturation permet d' 6viter ou de limiter 1' evaporation 

15 de la, ou des, goutte(s) captur6e(s) par les bordures . 

Par exemple aussi, lorsque le moyen 
d' extraction comprend une pompe aspirante, celle-ci 
peut etre sous la forme d'une pompe aspirante dispos£e 
au niveau d'une ouverture formee sur la boite de 

20 maniere a pouvoir extraire le liquide d'inter^t de la 
boite en 1' aspirant par cette ouverture. 
Avantageusement, une deuxi^me ouverture peut §tre 
am6nag6e sur la boite de mani&re a permettre 
1' introduction d'un fluide gazeux, par exemple de 
, 25 l'air, un gaz neutre, ou un fluide gazeux sature en 
vapeur du liquide d'int6r§t, par l'appel d' air provoque 
par 1' aspiration du liquide d'int6r§t. 

La pr^sente invention se rapporte 6galement k 
un proc6d6 de fabrication d'un dispositif selon 

30 1' invention, ledit proc6d6 comprenant les Stapes 
suivantes : 
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- fournir un substrat 

- former des zones de travail sur ledit 
substrat, 

- structurer la surface du substrat de 
5 maniere a former une bordure autour des zones de 

travail, 

- traiter la surface sur laquelle les zones 
de travail et leur bordure ont 6t6 form£es pour la 
rendre sensiblement non mouillante vis-a-vis du liquide 

10 d f int£ret, 

- fournir une boite et y introduire le 
substrat comprenant les zones de travail entourees par 
leur bordure, ladite boite comprenant des moyens pour 
introduire le liquide d'int^ret dans la boite et des 

15 moyens pour extraire le liquide d*int<§ret de la boite, 
et 

- fermer ladite boite* 

Le substrat, la formation des zones de travail, 
la structuration de la surface destinee & former les 
20 bordures autour des zones de travail, le traitement de 
la surface du substrat destine ci la rendre sensiblement 
non mouillante, sont dej& d<§finis ci-dessus. 

II est bien entendu, au vu de la pr^sente 
description, que le proc6d6 de 1' invention inclut la 
25 formation simultan^e ou successive de plusieurs zones 
de travail et bordures respectives autour de celles-ci* 

Les diff^rents mat^riaux et Stapes de ce 
proc6d6 ont d&jh 6t6 d^crits ci-dessus. 

30 Le deroulement du proc§d6 permettant la capture 

d'une goutte du liquide d'int6r§t par cuvette formee 
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par une bordure, sur la surface active dans la boite de 
travail, peut etre schematise de la mani&re suivante : 

- remplissage total ou partiel de la boite, 
ou chambre fluidique, par le liquide d'interSt de 

5 maniere k couvrir la ou les zone(s) de capture, puis 

- extraction du liquide d'int6r§t de la 

boite. 

Seule(s) la ou les zones de capture retiennent 
chacune une goutte du liquide d'int^ret, la surface 

10 active £tant non mouillante. Plus aucun appareillage 
couteux de dispense de gouttes n'est n^cessaire. De 
plus, le nombre de zones de travail n'est plus limite 
par les limites de ces appareils . 

Les inventeurs de la presente invention ont 

15 <§galement remarque que, de maniere surprenante, 
1' extraction du liquide d'int<§ret s'effectue plus 
facilement que sur un substrat de l'art anterieur oi!i 
les bords des cuvettes - qui n'en sont pas r^ellement 
car la surface de ces substrats est creus£e pour former 

20 les cuvettes, mais aucune bordure n'est form^e au sens 
de la presente invention - sont jointifs, car les zones 
d6gag6es entre les cuvettes forment autant de canaux 
pour l'6coulement d'un fluide. D' autre part, la 
disposition particuli^re des zones de travail et 

25 bordures de la presente invention, conjuguee k la 
fabrication en relief sur la surface, permet d' 6viter 
toute communication du liquide d'une cuvette k une 
autre, une fois 1' aspiration effectu^e. 

1/ utilisation du dispositif de la presente 

30 invention est tr&s souple, car il est possible de faire 
intervenir successivement une operation qui se d§roule 
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collect ivement, puis des operations individuelles au 
niveau de chacune des gouttes f orm£es . Ainsi, dans une 
premiere operation, dite collective/ le dispositif de 
1' invention permet le passage d'une veine fluidique du 
5 liquide d'interet, par exemple injectee dans ladite 
boite, k une mat rice de gouttes , ou micro-volumes , 
ind^pendantes les unes des autres. Ensuite, des 
procedes de detection et/ou de reactions chimiques ou 
biochimiques connues de l'homme du metier peuvent etre 

10 mis en oeuvre individuellement (operation 

individuelle) , en parall&le, ou successivement, dans 
chacune des gouttes capturees par les bordures pour 
d^tecter et analyser des cibles pr6sentes dans le 
liquide d ' int eret . 

15 Dans des procedes a plusieurs Stapes utilisant 

le dispositif de 1' invention, il n'est pas necessaire 
que toutes les stapes conduisent k la formation de 
gouttes. En effet, rien n'emp§che que certaines etapes 
soient realisees en couvrant la totalite des bordures 

20 par un liquide puis en vidant la boite de ce liquide de 
telle mani&re qu'il ne reste pas de gouttes captives 
par les bordures, par exemple par injection dans la 
boite d'un gaz sous pression, par agitation energique, 
etc. 

25 II est par ailleurs possible de capturer 

success ivement diff6rentes gouttes d'un ou de plusieurs 
liquides d' int^ret sur une mgme zone de travail grkce k 
la bordure qui l'entoure. Chaque liquide d' int£r§t peut 
contenir un ou plusieurs r6actif(s) necessaire (s) par 

30 exemple pour r6aliser une des etapes d'un proced6 de 
chimie ou biochimie, par exemple pour fabriquer les 
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zones de travail et/ou on pour effectuer des analyses. 
La succession des diff6rentes gouttes sur une meme zone 
de travail permet par exemple de r6aliser diff^rentes 
stapes successives d'un proc^de mis en ceuvre sur le 
5 dispositif de 1' invention, et, plus particulierement 
sur les zones de travail entourees par leur bordure . 
1/ ensemble de ces stapes de proc6d6 est done 
avantageusement localise sur les zones de travail grace 
k leur bordure. 

10 

Dans des experimentations liees a la mise en 
oeuvre de la pr^sente invention, les inventeurs ont note 
que le dispositif de 1' invention resout encore d'autres 
problemes techniques, par rapport aux techniques de 

15 l'art anterieur, dans le domaines des laboratoires sur 
puce, puces biologiques et microsyst£mes . En 
particulier, il existe dans 1' art anterieur un certain 
nombre de m^thodes de greffage covalent localise de 
molecules biologiques pour f onctionnaliser des surfaces 

20 de puce biologique. Cette localisation est en general 
r£alis6e par voie chimique, photochimique ou bien 
61ectrique. Par voie chimique, 1' immobilisation d'un 
616ment biologique (sonde) se fait par d£p6t localise 
(« spotting ») ou synthase in situ ce qui est 

25 contraignant en termes de temps. Par voie 
photochimique, il est possible de r^aliser des 
syntheses d f oligonucleotides k l'aide de groupements 
photolabiles [4] : Ici encore, des limitations en termes 
de temps de synthase et de volumes de r^actifs coQteux 

30 sont souvent rencontr^es. De plus, des reactions 
radicalaires non s^lectives peuvent avoir lieu. Par 
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voie eiectrique, la synthase d' oligonucleotides sur 
support solide avec groupement electro-labile rencontre 
les memes limitations. Par voie eiectrochimique [3], par 
copolymerisation de pyrrole et de pyrrole porteur d'une 
5 espece biologique sur une electrode metallique. Cette 
derniere technique present e 1' inconvenient de requ4rir 
des volumes importants de reactifs couteux (pyrrole 
porteur de l'esp&ce biologique). 

Le dispositif de la presente invention permet 

10 de r^soudre ces nombreux problemes de l'art anterieur. 
En effet, il permet de f onctionnaliser rapidement et 
pr£cisement des surfaces de puces biologiques, qui sont 
devenues dans la presente invention les zones de 
travail, grace & une localisation rapide et precise de 

15 chaque goutte du liquide d'interet sur la ou les 
zone(s) de travail, et un controle precis des densites 
de sondes immobilisees . En outre, par rapport aux 
proced6s de l'art anterieur, les volumes de reactifs 
utilises sont nettement moins importants du fait de la 

20 localisation precise de la reaction dans le volume des 
gouttes de reactifs capturees par les zones de capture. 
En outre, les experimentations des inventeurs ont 
montre que le dispositif de la presente invention 
permet de travailler en micro-volumes independants les 

25 uns des autres, sans contamination croisee entre les 
plots de detection, ce qui augmente consid£rablement la 
precision et la reproductibilite des analyses. 

Ainsi, la presente invention permet entre autre 
une mesure eiectrochimique ou optique en milieu 

30 confine, dans les gouttes capturees par les bordures, 
mais egalement une f onctionnalisation localisee sur la 
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zone de travail par voie eiectrochimique ou chimique 
avec cies reactifs couteux : le volume des reactifs est 
reduit a la vraie zone utile formee par chaque zone de 
travail entouree par sa bordure selon 1' invention . 
5 Cette invention trouve actuellement son plus 

grand inter§t dans les applications laboratoire sur 
puce et microsystemes. La presente invention se 
rapport e done egalement k une puce biologique, par 
exemple choisie dans le groupe constitue des puces k 
10 acide nucleique, des puces k anticorps, des puces & 
antigenes, des puces a proteine et des puces a 
cellules . 

Selon 1' invention,, des detections de 
diff6rentes molecules susceptibles d'etre presentes 

15 dans le liquide d'inter§t peuvent etre r^alisees en 
paralleled simultan^ment ou successivement, dans 
differentes gouttes de liquide d'lnteret captives sur 
ladite surface active dans la boite. 

Selon 1' invention, le, au moins un, analyte k 

20 detecter peut etre choisi par exemple parmi les 
molecules biologique ou chimique, Les molecules 
biologiques peuvent etre choisies par exemple dans le 
groupe constitue par une enzyme, un substrat d f enzyme, 
un oligonucleotide, un oligonucieoside, une proteine, 

25 un r^cepteur membranaire d'une cellule eucaryote ou 
procaryote, un virus, un anticorps, un antigdne, une 
hormone, un metabolite d'un organisme vivant, une 
toxine d'un organisme vivant, un nucleotide, un 
nucleoside, un ADN complement aire . La molecule chimique 

30 peut §tre toute molecule qui doit §tre analysee 
qualitativement et/ou quantitativement . 
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D'autres caracteristiques et avantages 
apparaitront encore ci l'homme du metier & la lecture 
des exemples qui suivent donn6s & titre illustratif et 
5 non limitatif en reference aux figures annexees. 

Breve description des figures 

- La figure 1 est une representation 
sch£matique en coupe de deux types de cuvettes : & 

10 gauche les cuvettes de l'art ant6rieur, et a droite les 
cuvettes conformes a la present e invention. 

- La figure 2 est une representation 
schematique en coupe de diff£rentes formes g^ometriques 
de bordures conformes k la pr£sente invention. 

15 - La figure 3 est une representation 

sch<§matique de bordures selon 1' invention, en vues du 
dessus, ayant diff£rentes formes autour des zones de 
travail respectives qu'elles entourent. 

- . La figure 4 est un schema represent ant en 
20 coupe transversale un dispositif conforme a la present e 

invention et son f onctionnement pour la creation d' une 
matrice de gouttes grace a la surface active de son 
substrat . 

- La figure 5 est un schema repr<§sentant en 
25 coupe transversale un dispositif conforme a la presente 

invention dans lequel les moyens d' introduction du 
liquide d'int6r§t dans la boite et d r extraction du 
liquide d"int6r§t de la boite utilisent une meme 
ouverture de la boite. 
30 - La figure 6 est un schema en vue du dessus, 

realist k partir de photographies experiment ales, d'une 
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surface active selon 1' invention montrant la formation 
d'une matrice de gouttes : a gauche la surface sans 
gouttes avant que le liquide d'inter§t soit introduit 
dans le dispositif de la presente invention, et a 
5 . droite, la surface avec la matrice de gouttes retenue 
par les bordures (b) lorsque le liquide d'int6r§t a et6 
extrait de la boite. 

- La figure 7 est une photographie d' un mode 
de realisation du dispositif de 1' invention dans lequel 

10 une bordure de r6sine entoure chaque zone de travail, 
et dans lequel les zones de travail sont des 
microcellules electrochimiques . Le diametre exterieur 
de la couronne de resine entourant la cellule 
eiectrochimique du dispositif photographic est dans la 

15 r£alite de 700pm. 

- La figure 8 est un graphique de courbes de 
voltametrie cyclique mesurant l r intensity (I (jjA) ) en 
fonction du potentiel (mV) avant (Av) la formation 
d'une matrice de gouttes et apres (Ap) la formation 

20 d'une matrice de gouttes sur un dispositif conforme a 
la presente invention dont la surface active est 
representee en agrandissement sur la figure 7. 

- La figure 9 est une representation 
sch£matique de different s modes de realisations 

25 possibles d'une boite de travail selon 1' invention, en 
particulier elle represente des exemples de 
dispositions des moyens d' introduction et d' extraction 
de liquide d'interdt de la boite sur differentes boites 
de travail conformes & la presente invention. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Fabrication de zones de capture constituees 
de bordures 

Sur une plaque neuve de silicium est effectu^e 
5 une 6tape de photolitographie avec une r6sine epaisse 
photosensible Clariant AZ4562 (marque de commerce) de 
la mani£re suivante : 

- d6p6t d'un promoteur d' adherence, qui est ici 
de l f hexamethylenedisilazane, en four k 120 °C, 

10 - couchage de r£sine sur tournette & 

1000 tour /minute pendant 30 s avec une 
acceleration de 200 tours/minute/s, 

- recuit sur plaque chauffante 115 °C pendant 2 
minutes , 

15 - insolation sur machine d' insolation Karl Suss 

MA750 (marque de commerce) pendant 50 s en mode 
discontinu (5x10 secondes avec 5 secondes de 
pause) ci t ravers un masque, 

- d6veloppement dans une solution Shipley MF319 
20 (marque de commerce) diluee dans les 

proportions 1:3 avec de l'eau desionis^e, 

- ringage a l'eau d6sionis6e et sechage sous flux 
d' azote, 

- recuit sur plaque chauffante a 115 °C pendant 3 
25 minutes, puis a 150 °C pendant 1 minute, 

- mesure d'6paisseur : 13 pm. 

Sur le masque utilise pour 1' insolation, tous 
les motifs repr6sentent des anneaux dont les murets ont 
30 une largeur de 35 pm avec des combinaisons varices 
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entre leur diametre (100 a 1000 pm) et la distance 
inter-centre entre deux couronnes (50 k 100 0 pm) . 

3025 cuvettes sur une surface de 1 centimetre 
carre ont pu §tre obtenues aisement. 

5 

Exemple 2 : Fabrication de la box-be 

Un capot creux en polydim6thylsiloxane (PDMS) 
est fabriqu£ par moulage sur un moule en verre avec un 
motif carr6 en surepaisseur de 1 mm. Sur un dispositif 

10 plan comme ceux obtenus dans 1' exemple precedent, ce 
capot creux est fixe de maniere hermetique par collage 
avec de la colle reticulant par insolation aux rayons 
ultraviolets (VITRALIT 6181) . Les connexions pour les 
entrees et sorties des fluides sont realisees par 

15 pergage du capot avec des aiguilles de faible diametre. 
L' aiguille d' entree est relive k des tubes de transport 
de fluide et k une seringue pleine du liquide 
d'int<§r§t. L' ensemble final est teste pour les fuites, 
sachant que le liquide doit passer uniquement par les 

2 0 connexions pr6vues a cet ef f et . 

La figure 4 est une representation schematique 
de la boite obtenue dans cet exemple. D'autres 
dispositions des connexions d f entree et de sortie (o, 
s) d' introduction et d' extraction d'un liquide 

25 d'interet peuvent facilement etre realisees suivant cet 
exemple, et la figure 9 repr^sente schematiques des 
boites pouvant §tre obtenues. 

Sur la figure 4 annex^e, la boite (B) selon 
1' invention comporte des ouvertures (o, s) . Les zones 

30 de travail (Zt) et bordures (b) sont 6galement 
representees . 
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Exemple 3 : Capture d'eau d^sionisee sur une surface de 
silicium avec oxyde natif 

Difftrents types de motifs formant des bordures 
5 selon 1' invention, represents sur les figures 1 ci 3 
annexes, et obtenus par le proctdt dtcrit dans 
1' exemple 1, sont testes avec de l'eau dtsioniste 
(EDI) . 

Pour cela, des capots avec une veine fluidique 
10 d'tpaisseur voisine de 1 mm constitute grcLce & une 
boite de travail selon 1' invention, fabriqute suivant 
l r exemple 2 (figure 4 annexee) sont utilises pour 
permettre 1' injection puis 1' aspiration d f EDI, via des 
tubes en plastique. 
15 La surface initiale, constitute de silicium 

avec une couche d' oxyde natif n' a pas 6te traitte et 
1' angle de contact est voisin de 68° avec de 1' EDI . 

Comme le montre la figure 6 annexte, a droit e, 
l'EDI reste retenue dans les cuvettes formte par les 
20 bord .(b) , sur la zone de travail (Zt) , sous forme de 
gouttes (g) aprts aspiration du liquide d'inttret. 

Difftrents modes de remplissage de la boite par 
le liquide d'inttrtt ont ttt testes : avec introduction 
et extraction du liquide d'inttrSt par la m§me 
25 ouverture (figure 5 annexte) , et introduction par une 
ouverture et extraction par une autre ouverture (figure 
4) . Une matrice de gouttes est obtenue & chaque fois. 

En outre, il a ett nott que le remplissage de 
la boite n'est pas obligatoire, l'essentiel est que les 
30 bordures soient recouvertes par le liquide d'int£r§t. 
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Cet exemple montre qu'une matrice de gouttes 
(g) bien localisees sur les zones de travail est 
obtenue grace & ce dispositif conforme h la presente 
invention. La prEsente invention rEpond done k 
5 1' ensemble des besoins prEcitEs de l'art antErieur. 

Exemple 4 : fabrication de zones de travail 
fonctionnalisees par une sonde selon 1' invention 

Un empilement technologique utilisant des 
10 techniques courantes de microelectronique permet de 
former des Electrodes sur une plaque de silicium par 
d6pot de metal puis photolithographie puis gravure 
localisee. 

Dans cet exemple, une microcellule comprenant 
15 trois Electrodes est fabriquee et utilisEe. Sur un 
substrat de Si avec une couche de Si0 2 de 300 nm, 
realisation d'Etapes standards pour l'homme du metier 
de la microelectronique : 

- d§p6t de 300 nm de platine (Pt) par 
2 0 pulverisation ; 

- photolithographie dans une resine photosensible 
avec ouverture des motifs de la microcellule et 
des bandes d'arrivee de courants ; 

- dans un rEacteur ci plasma, gravure ionique 
25 complete du Pt dans les zones sans rEsine ; 

- retrait de la rEsine dans un bain d' acide 
nitrique ; 

- dans un rEacteur k plasma, dep6t chimique en 
phase vapeur de 500nm de SiC>2 ; 
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- photolithographie dans une rEsine photosensible 
avec ouverture des motifs des Electrodes de la 
microcellule ; 

- dans un reacteur a plasma, gravure ionique 
5 complete de 500nm de Si02 dans les zones sans 

rEsine ; et 

- retrait de la rEsine dans un bain d' acide 
nitrique. 

10 L f Electrode de travail (We) et la contre- 

Electrode (CE) sont en platine (dEp6t 5000 A environ) 
(voir figure 7) . 

Une Electrode de reference Ag/AgCl/Cl~ (Rf) est 
Egalement presente. Cette Electrode est obtenue par 
15 dEpdt d f argent sur le platine avec le protocole 
suivant : 

- prEparation de 10 ml de solution contenant 
AgN0 3 0,2 M, Kl 2 M, Na 2 S 2 0 3 0,5 mM. 

- potentiel de -0,65 V vs ECS (Electrode au 
20 calomel saturE) est imposE pendant 90 secondes (suivi 

par chronoampEromEtrie) sur 1' Electrode de rEfErence. 
Un dEp6t gris/blanc est obtenu. Le substrat est ensuite 
rincE k l'eau. 

- Le substrat avec 1' Electrode modifiEe 
25 prEcEdemment est plongE dans une solution de HC1 0,1 M 

et on impose un potentiel de 0,5 V vs ECS pendant 30 
secondes pour chlorer le dEp6t d 1 argent. Le substrat 
est ensuite rincE h l'eau. 

Une Etape de photolithographie identique a 
30 celle dEcrite dans l'exemple 1 est ensuite rEalisEe 
af in d' entourer ces Electrodes obtenues prEcEdemment 
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d'un bourrelet de r£sine 6paisse de marque de commerce 
Clariant AZ45 62 et cr<§er des cuvettes de 500 pm de 
diam^tre, avec des murets de 13 pm de haut et 25 p de 
largeur • 

5 Une des bordures (b) obtenues est representee 

en entier sur la photographie de la figure 7 annexee. 
Elle entoure bien la microcellule <§lectrochimique (CE, 
We, Rf ) . 

Le substrat est finalement silanis6 avec un 
10 silane hydrophobe (octad§cyltrichlorosilane) selon le 
proced§ suivant : le substrat est tout d' abord traits 
pour g^nerer les sites silanols dans un r£acteur k 
plasma Plassys MDS 150 (marque de commerce) (Societe 
Plassys, France) dans les conditions suivantes : 
15 puissance 400W, temps de reaction 2 minutes, pression 
de 21,33 Pa (160 mTorrs) , d6bit d' oxygene 25cm 3 /min. / k 
temperature ambiante. Le substrat est ensuite plac§ 
pendant 10 minutes k temperature ambiante dans un 
melange heptane anhydre / silane hydrophobe a 9mM en 
2 0 concentration de silane, II est ensuite lave avec de 
1' heptane, puis du toluene, puis de l'eau. Le substrat 
est ensuite place dans une etuve pendant 1 heure k 
110 °C. L' angle de contact mesure avec l'eau est vqisin 
de 100°C. 

25 

Exemple 5 : Utilisation d'un dispositif selon 
1' invention pour une mesure elect rochimi que avec une 
solution de Fe 2+ 

La cellule 61ectrochimique entour^e de sa 
30 bordure obtenue dans 1' exemple 4 est testae en 
utilisant la boite fabriqu<§e dans 1' exemple 2, et une 
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solution contenant des ions ferreux (Fe II) est 
introduite dans la veine fluidique formee par cette 
boite. 

La figure 8 est un graphique de courbes de 
5 voltametrie cyclique mesurant 1' intensity (I (pA) ) en 
fonction du potentiel (mV) avant la formation de la 
matrice de gouttes et apr£s la formation de la matrice 
de gouttes sur un dispositif conforme k la presente 
invention represents sur la figure 7 . 

10 Une premidre mesure est effectuSe en 

voltametrie cyclique, montrant la vague d' oxydation des 
ions ferreux. La solution est ensuite aspirSe de la 
boite pour ne laisser que les cuvettes remplies chacune 
par une goutte du liquide d'int<§r§t. Une seconde mesure 

15 <§lectrochimique, identique k la premiere, est r^alisee, 
montrant de nouveau la presence de la reaction 
d' oxydation du fer. 

Le liquide d ! int6r§t est done bien retenu dans 
les cuvettes, autorisant une mesure apr£s aspiration et 

20 vidange de la chambre fluidique form<§e par la boite de 
travail de la presente invention. 

Le remplissage de la boite n'est pas 
obligatoire, l'essentiel est que les bordures soient 
recouvertes par le liquide d'int<§ret. 

25 Cet exemple montre qu'une matrice de gouttes 

(g) bien localises sur les zones de travail est 
obtenue grace & ce dispositif conforme k la presente 
invention. La presente invention rSpond done cl 
1' ensemble des besoins pr6cit£s de l'art anterieur. 
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REVINDICATIONS 

1. Dispositif (1) de travail comprenant : 

- une boite (Bo) de travail munie de moyens 
5 d' introduction d'un liquide d'int£ret (E) dans la boite 

et de moyens d'extraction (0,3) du liquide d'int6ret de 
la boite, 

- un substrat (S) comportant une surface 
active sensiblement non mouillante vis-^-vis dudit 

10 liquide d'intdret enfermee dans ladite boite, 

- plusieurs zones de travail (Zt) formees sur 
ladite surface active de maniere distincte et entourees 
chacune par une bordure (b) form<§e sur ladite surface 
active sensiblement non mouillante vis a vis du liquide 

15 d'int6r§t, les bordures ne se touchant pas entre elles 

et n'ayant pas de bord commun, 

dans lequel les moyens d' introduction et 

d 7 extraction (o,s) du liquide d'interet de la boite 

sont dispos6es sur ladite boite de travail de telle 
20 maniere que lorsque le liquide d'interet est introduit 

dans la boite (Bo) , il couvre les zones de travail et 

leur bordure respective, et 

dans lequel les bordures ont une g<§om<§trie 

telle que lorsque le liquide d f int<§r§t est extrait de 
25 la boite, apr£s y avoir <§t6 introduit, une goutte (g) 

du liquide d'int<§r6t (E) reste prisonni£re par chaque 

bordure (b) et en contact de la zone de travail (Zt) 

qu'elle entoure. 
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2. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel la, au moins une, zone de travail est dans le 
meme plan que la surface active, 

5 3. Dispositif selon la revendication 1 ou 2, 

dans lequel la, au moins une, zone de travail est une 
zone d f interaction 6lectrique et/ou chimique avec la 
goutte captur<§e par sa bordure . 

10 4, Dispositif selon la revendication 3, dans 

lequel la, au moins une, zone de travail est une 
microcellule £lectrochimique • 

5* Dispositif selon la revendication 1, dans 
15 lequel la, au moins une, zone de travail est.un capteur 
choisi dans le groupe constitu£ d'un capteur optique, 
<§lectrique, magn^tique, £lectrostatique, mecanique, 
thermique ou chimique . 

20 6. Dispositif selon la revendication 1, dans 

lequel la, au moins une, zone de travail est un 
actionneur choisi dans le groupe constitue d'un 
actionneur optique, 61ectrique, magnetique, 

61ectrostatique, mecanique, thermique ou chimique. 

25 

7. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 4, dans lequel la, au moins une, 
zone de travail est une zone de detection d' au moins 
une esp£ce chimique ou biologique susceptible d'etre 
30 presente dans la goutte du liquide d'int<§r§t 
lorsqu'elle est captur^e. 
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8. Dispositif selon la revendication 7, dans 
lequel la, au moins une, zone de travail est une zone 
f onctionnalisde par une sonde destinee a interagir avec 
une cible susceptible d'etre pr£sente dans la goutte du 
liquide d'int6r§t lorsqu' elle est captur£e. 

9. Dispositif selon la revendication 8, dans 
lequel la sonde est choisie dans le groupe constitu£ 
par une enzyme, un substrat d' enzyme, un 
oligonucleotide, un oligonucleoside, une prot£ine, un 
recepteur membranaire d'une cellule eucaryote ou 
procaryote, un anticorps, un antig&ne, une hormone, un 
metabolite d'un organisme vivant, une toxine d'un 
organisme vivant, un polynucleotide, un polynucl£oside 
et un ADN complement aire . 

10. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel la, au moins une, zone de travail est une zone 

20 non mouillante vis-&-vis du liquide d'interet. 

11. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel le substrat est constitue d'un materiau choisi 
dans le groupe constitue de silicium, d' oxyde de 

25 silicium, de nitrure de silicium, de verre, d'un 
polymdre organique, de plastique, d'etain et d'un 
m6tal . 



10 



15 



30 



12. Dispositif selon la revendication 11, dans 
lequel le polym£re organique est choisi dans le groupe 
comprenant les polycarbonates, les 
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polydimethylsiloxanes, les polymethylmetacrylates, les 
polychlorobiph<§nyles et les copolym£res de 
cyclool£f ines • 

13. Dispositif selon la revendication 11 , dans 
lequel le iru§tal est choisi dans le groupe const itu6 Au, 
Ti, Pt, Al, Ni, et l'alliage m6tallique est l'acier 
inox. 



10 14. Dispositif selon la revendication 1, dans 

lequel les bordures ont une forme autour de la zone de 
travail et vue du dessus, choisie parmi une forme 
annulaire, en 6toile, en rectangle, en carre, en 
triangle , en ellipse, ou en polygone ay ant de 4 a 20 

15 cot<§s. 



15. Dispositif selon 
lequel les bordures ont 
transversale, dans le sens de 
20 partie haute de la bordure, 
triangulaire, rectangulaire, 
demi-cercle, de demi-ellipse . 



la revendication 1, dans 
une section en coupe 

la surface active vers la 
choisie parmi une forme 

conique, tronconique, de 



16. Dispositif de travail selon la 

25 revendication 1, dans lequel les bordures sont 
mouillantes vis k vis du liquide d T int<§ret sur leur 
partie la plus haute par rapport k la surface active 
et/ou sur leur versant en regard avec la zone de 
travail qu' elle entoure. 
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17. Dispositif selon la revendication 1, dans 
lequel les bordures sont obtenues par emboutissage ou 
moulage de la surface active. 

5 18. Dispositif de travail selon l'une 

quelconque des revendications pr6c6dentes , dans lequel 
les moyens d' introduction du liquide d'int6r§t dans la 
boite comprenant une pompe d' injection du liquide 
d'int^ret dans la boite. 

10 

19. Dispositif de travail selon l'une 
quelconque des revendications pr6c6dentes, dans lequel 
les moyens d' extraction du liquide d'interet de la 
boite comprennent une pompe d' extraction du liquide 

15 d'int6r€t de la boite. 

20. Dispositif selon la revendication 19, dans 
lequel la pompe d' extraction du liquide d'inter£t de la 
boite est sous la forme d'une pompe d' injection d' un 

20 fluide gazeux dans la boite, par une premiere ouverture 
form6e sur la boite , de manidre a pouvoir injecter dans 
la boite un fluide gazeux chassant le liquide d'interet 
de la boite par une deuxieme ouverture form^e sur la 
boite. 

25 

21. Dispositif selon la revendication 20, dans 
lequel la pompe d' injection du fluide gazeux comprend 
un dispositif de saturation du fluide gazeux injects en 
vapeur du liquide d'interet. 
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22. Dispositif selon la revendication 19, dans 
lequel la pompe d' extraction du liquide d'int<§r§t de la 
bolte est sous la forme d'une pompe aspirante dispos6e 
au niveau d'une ouverture form§e sur la boite de 

5 mani&re a pouvoir extraire le liquide d'int<§r§t de la 
boite en 1' aspirant par cette ouverture. 

23. Syst£me comprenant un dispositif selon 
l'une quelconque des revendications 1 k 22 . 

10 

24. Puce biologique comprenant un dispositif 
selon l'une quelconque des revendications 1 a 22. 

25. Puce biologique selon la revendication 24, 
15 ladite puce etant choisie dans le groupe constitue des 

puces k acide nucl^ique, des puces a anticorps, des 
puces k antig£nes, des puces k prot^ine et des puces k 
cellules . 

20 26. Proc<§d6 de fabrication d'un dispositif 

selon la revendication 1, ledit proc<§de comprenant les 
etapes suivantes : 

- fournir un substrat 

- former des zones de travail sur ledit 
25 substrat , 

- structurer la surface du substrat de 
maniere k former une bordure autour des zones de 
travail, 

- traiter la surface sur laquelle les zones 
30 de travail et leur bordure ont 6t<§ fornixes pour la 
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rendre sensiblement non mouillante vis a vis du liquide 
d f int^ret, 

- fournir une boite et y introduire le 
substrat comprenant les zones de travail entourees par 

5 leur bordure, ladite boite comprenant des moyens pour 
introduire le liquide d'int<§ret dans la boite et des 
moyens pour extraire le liquide d f int6r§t de la boite, 
et 

- fermer ladite boite. 

10 

27. Proced£ de fabrication selon la 
revendication 26, dans lequel les bordures sont formees 
sur la surface active par gravure directe de ladite 
surface active. 

15 

28. Proc£d(§ de fabrication selon la 
revendication 2 6, dans lequel les bordures sont formees 
sur la surface active par dep6t d' un mat^riau sur 
ladite surface active puis gravure ou photolithographie 

2 0 dudit mat^riau. 

29. Proc6d£ de fabrication selon la 
revendication 28, dans lequel le mat^riau depose est 
choisi dans le groupe constitu<§ d'une r<§sine, d'une 

25 r6sine photosensible, de polymdres organiques, de 
m^taux, de Si, de Si oxyd<§, et de nitrure de Si. 

30. Proc6d<§ de fabrication selon la 
revendication 28 ou 29, dans lequel le d<§p6t d' un 

30 mat6riau sur ladite surface active pour former les 
bordures est r6alis6 au moyen d' un proc^de choisi parmi 
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un procEde par couchage, par Evaporation, par 
pulverisation, ou par depot <§lectrochimique . 

31. ProcEde de fabrication selon la 
5 revendication 28 ou 29, dans lequel le matEriau etant 

photosensible, les bordures sont realis6e par 
photolithographie . 

32 . Proc£de de fabrication selon la 
10 revendication 2 6 dans lequel les bordures sont obtenues 

par emboutissage ou moulage de la surface active. 
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